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enthalt. die sich mit uberschussigen Kationen im ver- 
netzten Alginatmaterial verbinden. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft die Herstellung von poly* 
merem Alginatmaterial, insbesondere die Herstellung 
von Alginatkapsein oder -schlchten. Verwendungen 
derartiger Alginatmaterialien und biologische Implanta- 
te, die mit derartigen Alginatmaterialien umhullt oder be- 
schichtet sind. 

[0002] Es ist bekannt, bei allogenen oder xenogenen 
Transplantationen Immunreaktionen des Wirtsorganis- 
mus durch eine Mikroverkapselung des Transplantats 
zu dessen Immunlsolatlon zu begegnen (s. F. Lim et al. 
in "Science". Bd. 210. 1980. S. 908-910. H. A. Clayton 
etal. in "Acta Diabetol.". Bd. 30. 1993, S. 181-189). FQr 
die Verkapseiung allogenen oder xenogenen, endokri- 
nen Gewebes haben sich spharische Alginatkapsein als 
vorteilhaft erwiesen (s. z.B. T. Zekorn et al. in "Acta Dia- 
betol.", Bd. 29, 1992, S. 41-52. P. De Vos et al. in "Bio- 
materials", Bd. 18, 1997, S. 273-278, C. Hasse et al. in 
"Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes", Bd. 105. 1997. S. 
53-56 und in "J. Microencapsulation". Bd. 14. 1997. S. 
617-626). Die Alginate sind Ca2+. oder Ba2+-vemetzt 
und fur die Immunisolation besonders wirksam. wenn 
sie gereinigt, d.h. moglichst frei von mitogenen Konta- 
minationen sind (s. U. Zimmermann et al. in "Electro- 
phoresis", Bd. 13, 1992, S. 269-274, G. Klock et al. in 
"Biomaterials", Bd. 18. 1997, S. 707-713). 
[0003] Die Transplantation alginatumhullten Gewe- 
bes wird nicht nur in Tierversuchen getestet, sondem 
auch schon in die Humanmedlzin eingefuhrt. So wird 
beispielsweise von C. Hasse et al. in "The Lancet". Bd. 
350. 1997. S. 1296. die Mikroverkapselungstechnik bei 
einer allogenen Nebenschilddrusentransplantation im 
Muskelgewebe zweier Patienten mit permanenter sym- 
ptomatischer Unterfunktion der Nebenschilddrusen be- 
schrieben. Nach der Behandlung mit Alginat-immuniso- 
liertem Nebenschilddrusengewebe, konnten die Patien- 
ten aus dem Krankenhaus entlassen werden, ohne hy- 
pokaizdmische Symptome zu zeigen und ohne eine 
Therapie zur Unterdruckung von Immunreaktionen zu 
bendtigen. Allerdings zeigte sich. wie schon bei Tierver- 
suchen, dafi die Transplantate nur fur eine beschrankte 
Zeit wirksam waren, was auf das Verschwinden der Al- 
ginatumhullungen zuruckzufiihren ist. 
[0004] Aus US 5 429 821 ist die Bildung alginatbe- 
schichteter Transplantate bekannt, bei denen zur ErhO- 
hung der Alginatstabilitdt Ca^^-vemetztes Alginatgel mit 
L-poly-Lysin oder anderen physiologisch annehmbaren 
nicht-giftigen Polykationen vemetzt wird. Diese Technik 
besitzt zwar den Vorteil einer erhdhten Alglnatstabilitat. 
Die Vemetzung mit L-poly-Lysin ist jedoch nachteilig, da 
damit durch das eingepfianzte Transplantat eine Fibro- 
se ausgelost werden kann, so dali sich Probleme wie 
bei der VenA^endung nicht-gereinigter Alginate ergeben. 
Es ist daher eine weitere Behandlung der Algtnatgele 
zur Erzielung einer Biokompatibilitdt des Transplantats 
erforderlich. 

[0005] Die StabilitSt der transplantierten Alginatkap- 



sein ist ein generelles Problem, das beispielsweise 
auch von G. Klock et al. in "Biomaterials", Bd. 18, 1997, 
S. 707-713. und R De Vos in "Diabetologia", Bd. 40, 
1997. S. 262-270. beschrieben wird. Der weitere klinl- 

5 sche Einsatz der alginatumhullten Transplantate setzt 
die Entwicklung stabilerer Alginatkapsein voraus. 
[0006] Die Aufgabe der Erfindung besteht darin. ein 
Verfahren zur Herstellung von Alginatmaterial, insbe- 
sondere zur Umhullung oder Beschichtung von Trans- 
it) plantaten, anzugeben, dali eine erhdhte Stabilitat und 
ZuveriSssigkeit des Alginatmateriats unter Einsatzbe- 
dingungen liefert. Die Aufgabe der Erfindung besteht 
auch darin, neue Verwendungen derartigen Alginatma- 
teriats und neue Transplantate anzugeben. die mit ei- 

15 nem derart verbesserten Alginatmaterial versehen sind. 
[0007] Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren 
und durch Transplantatkomposite mit den Merkmalen 
gemaf^den Patentanspruchen 1 bzw. 12 gelost. Vorteil- 
hafte Ausfuhrungsformen und Venwendungen der Erfin- 

20 dung ergeben sich aus den abhSngigen Anspruchen. 
[0008] Die Erfindung basiert auf dem Gedanken, 
nach der Bildung eines vernetzten Alglnatmaterials 
durch AusfSllung geldsten Alginats in einer Fdilungsld- 
sung das Alginatmaterial einer Behandlungslosung 

25 auszusetzen, in der der Unterschied des chemischen 
Potentials wdflriger Bestandteile im Alginatmaterial und 
des Wassers in der Behandlungslosung oder der kollo- 
idosmotische Druck zwischen dem Alginatmaterial und 
der Behandlungslosung minimiert oder zum Wert Null 

30 ausgeglichen wird. Hierzu wird vorzugsweise die Ld- 
sung einer Substanz, die uberschussige zweiwertige 
(divalente) Kationen im Alginat bindet, wie eine Sulfat- 
(osung (z.B. Na2S04-Losung) als Behandlungslosung 
verwendet, um die uberschussigen lonen im Alginatma- 

35 terial zu binden und simultan den genannten Unter- 
schied der thermodynamischen Potentiale bzw. den kol- 
loidosmotischen Druck zu verringem. 
[0009] Die erfindungsgemSde Behandlung des ver- 
netzten Alglnatmaterials wird vorzugsweise bei der Her- 

40 stellung von Alginatkapsein zur Umhullung von Trans- 
plantatmaterialien oder Wirkstoffen verwendet, die in 
den menschlichen Organismus eingebracht werden sol- 
len. Erfindungsgemad hergestellte Alginatkapsein zei- 
gen im Vergleich zu herkdmmlichen Alginatkapsein eine 

45 wesentlich erhohte Stabilitat. 

[0010] Gemdfl bevorzugter AusfQhrungsformen der 
Erfindung erfolgt die Bildung des vernetzten Gelmateri- 
als aus einer modifizierten Alginatl6sung. Hierzu wer- 
den der Alginatlosung biologisch vertragliche PufFer- 

50 substanzen. Proteine und/oder hydrophobe Substan- 
zen zugesetzt. 

[0011] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Trans- 
plantatkomposit, bestehend aus einem Kompositkem 
mit einer AlginatumhQIIung. wobei der Kompositkem 
55 biologische Zellen und/oder dispergierte Wirkstoffe um- 
faf^t und die AlginathUlle nach dem erfindungsgemd&en 
Verfahren hergestellt ist. Die biologischen Zellen sind 
beispielsweise Hormon- oder Antikdrper-produzieren- 
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de. lebende Zellen. Die verkapselten Wirkstoffe umfas- 
sen beispielsweise medizinisch Oder emahrungsphy- 
siologisch wiil^same Substanzen Oder auch Markie- 
rungssubstanzen, die dazu vorgesehen sind, nach Ein- 
bringung in den menschlichen Organismus durch ein 
aulieres MeBverfahren in Bezug auf vorbeslimmte 
Stoffeigenschaften in Abhangigkeit von der jeweiligen 
Umgebung erfaBt zu warden. 

[0012] Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. 
Es werden erstmalig Alginatumhullungen geschaffen, 
die eine erheblich hohere Stabilitat als herkdmmliche Al- 
ginatumhQIIungen besitzen. Damit wird insbesondere 
erstmalig die Mdglichkeit geschaffen, reproduzierbare 
Langzeituntersuchungen zur Transplantation atgina- 
tumhullter Stoffe in tierlschen Organismen Oder an Pa- 
tienten durchzufuhren. 

[0013] Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfin- 
dung werden aus der folgenden Beschreibung unter Be- 
zugnahme auf die beigefiigte Figur ersichtlich. Fig. 1 
zeigt eine Kurvendarstellung des Gewichts von Alginat- 
kapsein In Abhangigkeit von der Zeit zur Illustration der 
WIrkung der erfindungsgemSBen Behandlung vemetz- 
ten Alginatmaterials. 

[0014] Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug 
auf die Herstellung von kapselformgien Alginatumhul- 
lungen fur mikroskopisch kleine Partikel beschrieben, 
die in einen lebenden Organismus eingebracht werden 
soilen. Die Erfindung ist auf diese Anwendung jedoch 
nicht beschrankt, sondem bei der Herstellung von Algi- 
natmaterial auch In anderen Formen (z.B. Trdgerschich- 
ten fur Zellkulturen, ebene Umhullungsschichten. ZwI- 
schenschlchten in Transplantatkompostten, Material in 
Wundverbanden, Material in sog. "functional food" u. 
dgl.) anwendbar. 

[0015] Die Bildung vernetzten Alginatmaterials in 
Form von mikroskopisch kleinen Kapsein erfolgt bei- 
spielsweise entsprechend der Verfahrensweisen. die 
von P. GrShn et al. in "Exp. Clin. Endocrinal.". Bd. 102, 
1 994. S. 380 ff., Oder von C. Hasse et al. in "The Lancet", 
Bd. 350, 1997, S. 1296, beschrieben sind. Die dort be- 
schriebenen Einzelheiten zur Isolierung des Transplan- 
tatmaterials, zur Alginatvorverarbeitung, zur Verkapse- 
lung des Transplantatmaterials und zur Reinigung des 
verkapselten Transplantatmaterials werden hiermit voll- 
standig in die voriiegende Beschreibung einbezogen. 
Die Herstellung der Alginatkapsein (sogenannte "Be- 
ads") erfolgt vorzugsweise durch Ausfdilung einer Algi- 
natldsung in einer zwei- oder mehrwerttgen, ionenent- 
haltenden Fallungslosung unter Verwendung der in der 
genannten Publikation beschriebenen Zwei- oder Drei- 
Kanal-Tropfentechnik. 

[001 6] Die Alginatkapsein, die im folgenden unter Be- 
zug auf die Meliergebnisse in Fig. 1 beschrieben wer- 
den, wurden unter den folgenden Bedingungen herge- 
stellt. Hochgereinigtes Alginat wurde in einer 9%Hgen 
NaCI-Ldsung aufgeldst. Die viskose Ldsung wurde mit 
einer konstanten Rate von rd. 0.2 ml/min durch den in- 
neren Kanal eines Zwei-Kanal-Generators gedrOckt. 



Die Grofle und dementsprechend das Gewicht der Kap- 
sein wurde durch Zufuhr eines koaxialen Luftstromes 
gesteuert. Die Tropfen der Alginatldsung fielen in eine 
iso-osmolare Ba2+-L6sung (20 mM) mit 0.72% NaCI. 

5 Nach ungefahr 1 Minute wurden die Kapsein entfemt 
und fur die Vergleichsprobe (Kurve (a)) dreimal mit 
0.9%-iger NaCI-Losung gewaschen bzw. bei den erfin- 
dungsgemaften Proben fur rd. 30 Minuten in einer iso- 
osmolaren NaCI-Losung mit Na2S04 (6 mM) inkubiert 

10 (Kurven (b) bis (d)). Die Grolle und dementsprechend 
das Gewicht der Kapsein wurden standardmadig mit ei- 
nem Mikroskop (Zeiss) und einer Pr3zlstonswaage 
(Sartorius) gemessen. Im Falle der erfindungsgemdil 
behandelten Proben (Kurven (c) und (d)) wurde diese 

15 Verfahrensweise durch Zusatz von menschlichem Albu- 
min (c) bzw. 10%-igem fetalen Kalberserum (d) zur Al- 
ginat- und Fallungslosung modifiziert. Diese ZusStze 
konnen auch der Umgebungsldsung bei der weiteren 
Handhabung der Kapsein zugefUgt sein. 

20 [0017] Die Erfindung basiert auf den folgenden Pest- 
stellungen. Werden Alginatkapsein nach ihrer Bildung 
in einer Fallungslosung (z.B. mit 20 mM Ca^*- oder 
Ba2*-lonen) in eine isoosmolare NaCI-Losung (T = 
37**C) uberfuhrt, ohne daB ein zusatzlicher Behand- 

25 lungsschritt des vernetzten Alginatmaterials gemaB der 
Erfindung ausgefiihrt wird, so ergibt sich das in Fig. 1 
mit Kreisen gezeichnete Kurvenbild (a). Die Alginatkap- 
sein schwellen an. was sich in der dargestellten Masse- 
zunahme im Zeitveriauf dufiert. Nach ungefdhr 1 Woche 

30 erfolgt ein Durchbruch oder Platzen der Kapsel materi- 
als und die Kapsein losen sich auf. Es wurde festge- 
stellt, daft dieses Phanomen des Anschwellens der Al- 
ginatkapsein, das schlieftlich zu deren Auflosung fuhrt, 
von der Anwesenheit von zweiwertigen QberschuB-Kat- 

35 ionen abhSngt, die nach dem Polymerisations- oder 
VemetzungsprozeB in der wdssrigen Phase der ver- 
netzten Alginat-Gelmatrix zurUckbleiben und einen 
Wassertransport aus der Umgebung in das Matrixma- 
terial verursachen. Die zweiwertigen Kationen sind ur- 

40 sprunglich in der Fallungslosung enthalten und dienen 
bei der Bildung des vemetzten Alginatmaterials zur Ab- 
sattigung freibleibender, negativ geladener Carboxyl- 
gruppen in der Gelmatrix. Die freibleibenden Carboxyl- 
gruppen sind jene Carboxylgruppen der Gulloronsdure- 

45 und Manuronsaure-Ketten des Alginats. die nicht an der 
Vemetzung teilnehmen. Die Zahl der nach der Vemet- 
zung verbleibenden Oberschul^kationen und somit das 
Auftreten des oben beschriebenen Aufldsungsphdno- 
mens hangt somit von der Monomerzusammensetzung, 

50 der Blockstruktur und dem Molekulargewicht der Algin- 
atmolekiile ab. die als Ausgangsmaterial verwendet 
werden. 

[0018] Es wurde ferner festgestellt, daft ein kolloidos- 
motischer Druck durch organische Puffenmolekule (wie 
55 Z.B. MOPS, HEPES) gebildet wird. die mit typischen 
Konzentrationen von beispielsweise 10 mM der Fal- 
lungslosung zugesetzt sind und wShrend des Vemet- 
zungsvorgangs in die Gelmatrix eingebaut werden und, 
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wie die Carboxylgruppen, sich mit den zweiwertigen 
Kationen verbinden. Diese Bindungen sind durch ver> 
hdltnismaflig hohe elektrostatische Krdfte gekennzeich- 
net. so da& die zweiwertigen ionen kaum Oder nur sehr 
langsam durch einwertige Ionen ausgewaschen werden 
konnen. Die zweiwertigen Oberschufi-Kationen verur- 
sachen jedoch den kolloidosmotischen Druck, derzu ei- 
ner Wasseraufnahme fuhrt, die das genannte An- 
schwellen der Kapseln ausiost. 

[0019] Zur Venmeidung der beschriebenen Wasser- 
aufnahme des vemetzten Alginatmaterials wird erfin- 
dungsgemSK eine Behandlung des Alginatmaterials mit 
einer Behandlungsldsung vorgeschlagen, die dazu vor- 
gesehen ist, einen Gleichgewichtszustand zwischen 
den wassrigen Restlosungsteilen in der Gelmatrix und 
der Umgebungslosung moglichst schnell einzustellen. 
Die Behandlungsldsung enthalt vorzugsweise zwei- 
oder mehrwertige Anionen, um die OberschuB-Katio- 
nen in der Gelmatrix moglichst schnell zu binden. Die 
Behandlungslosung ist vorzugsweise eine Sulfatld- 
sung, Z.B. eine Na2S04-Ldsung, Oder eine komplexie- 
rende oder fdllende Ldsung. 

[0020] Die erfindungsgemdde Behandlung des ver- 
netzten Alginatmaterials mit der Sulfatlosung wird fur ei- 
ne anwendungsabhangig vorbestimmte Zett vorgenom- 
men. Typische Werte fur die Inkubationszeit liegen bei 
einer Na2S04-Losung mit Konzentrationen im Bereich 
von 0.4 bis 20 mM in Zeitbereichen von 10 bis 60 Minu- 
ten. Die mit Quadraten gezeichnete Kurve (b) in Fig. 1 
zeigt eine Verzogerung des Anschwellens der Beads 
auf einen Zeitbereich von rd. 50 Tagen bei einer 30-mi- 
nutigen Behandlung des vemetzten Atginats in einer 6 
mM-Na2S04-L5sung. Die Behandlung des Alginatma- 
terials erfolgt vorzugsweise bei Raumtemperatur oder 
physiologisch interessierenden Temperaturen (T = 

[0021] Das Alginatmaterial wird unmittelbar nach der 
Vemetzung der Behandlungsldsung ausgesetzt. Es 
kann aber auch vorgesehen sein, falls das Alginatma- 
terial unmittelbar nach der Vemetzung zunachst ge- 
trocknet wird. dafi die Behandlungsldsung erst spdter 
beim Einsatz des Alginatmaterials zugesetzt wird. Ge- 
genstand der Erfindung ist somit allgemein auch die Be- 
handlung vemetzten Alginatmaterials mit einer Sulfatlo- 
sung zur Durchfuhrung eines lonenaustausches. 
[0022] Eine weitere Verbesserung der erfindungsge- 
mdHen Unterbindung einer Wasseraufnahme in Algin- 
atmaterial wird erzielt, falls anstelle der herkdmmlichen 
organischen Puffermolekule in der Failungsldsung als 
Puffersubstanz Histidin oder eine andere biologische 
Puffersubstanz enthalten ist. Histidin besitzt einen 
isoelektrischen Punkt beim pH-Wert pH = 7.2. Ein be- 
vorzugter Konzentrationsbereich fiir den Histidin-Zu- 
satz betragt rd. 1 bis 10 mM. 

[0023] Das gewunschte Anschwellen des vemetzten 
Alginatmaterials wird erfindungsgemdft durch weitere 
Zusatze in der Alginatldsung und/oder Fdllungsldsung 
verringert. Dies ist in den Kurven (c) und (d) der Fig. 1 



illustriert. So kann eine dauerhafte Stabilisierung der Al- 
ginat-Beads erzielt werden. wenn der Alginatldsung 
und/oder der Fdllungsldsung Proteine zugesetzt wer- 
den, die dazu eingerichtet sind, eine Dehydration der 
5 Alginate wdhrend der Polymerisation (Vemetzung) zu 
verhindem. 

[0024] Beispiele fur derartige Protine sind menschli- 
che Oder tierische Seren (z.B. fetales Kalberserum 
(FCS), menschliches Albumin-Serum oder Proteine aus 

10 dem Blut des jeweiligen Patienten). Bevorzugte Prote- 
inkonzentrationen liegen im Bereich von 4 bis 20%. EIn 
besonders stabiles Alginatmaterial wurde mit einer 
10%-igen Proteinkonzentration in der 1%-igen Alginat- 
ldsung und in der FSIIungsldsung erzielt. Bei einer 

15 30-minutigen Inkubation in einer 6 mM-Na2S04-Ldsung 
ergibt sich der in Fig. 1 mit geftillten Quadraten bzw. 
Dreiecken gezeichnete Kurvenveriauf (c) bzw. (d). 
[0025] Fur klinische Anwendungen. d.h. fiir Trans- 
plantatbehandlungen von Patienten. wird die Konzen- 

20 tration der Serumproteine vorzugsweise so ausgewahlt. 
6aQ> eine Anpassung des osmotischen Druckes in der 
jeweiligen Ldsung an den osmotischen Druck der Pro- 
teine Im Blut erzielt wird. Die Proteinkonzentration wird 
entsprechend der vorab zu ermittenden Proteinkonzen- 

25 tration im Patientenblut gewahlt. Es mussen mit dem je- 
weiligen Patienten biokompatible Proteine (z.B. kdrper- 
eigene Proteine) verwendet werden. 
[0026] Alternativ kdnnen anstelle des fetalen Kalber- 
serums auch Knochenpulver (zermdrserte Knochen) 

30 Oder Implantationsstoffe. wie z.B. Cementex (Synthetic 
Bone Source) verwendet werden. 
[0027] Zur Verbesserung der Matrixstabilitat ist es er- 
ganzend zum Proteinzusatz oder auch altemativ zu die- 
sem mdglich, der Alginatldsung und/oder der FSIIungs- 

35 ldsung biokompatible, hydrophobe Substanzen oder 
Emulsionen zuzusetzen, die dazu eingerichtet sind, 
Zwischenraume zwischen den Ketten der Alginatmole- 
kule wahrend des Vemetzungsvorganges zu fUllen. wo- 
durch der fOr die wdssrige Ldsung verfugbare Platz ver- 

40 ringert wird. Beispiele fur derartige Substanzen sind 
PerfluorkohlenwasserstofFe. Perfluorkohlenwasserstof- 
fe besitzen den Vorteil, dali sie sich bereits bei medizi- 
nischen Anwendungen bewahrt haben und dafi sie sich 
als Markierungssubstanzen fur NMR-Untersuchungen 

45 eignen. So ist es beispielsweise mdglich, den Sauer- 
stoffpartialdruck in einem Implantat durch NMR-Mes- 
sung des 19 F-Signnals von Perfluorkohlenwasserstof- 
fen nicht-invasiv zu messen und damit eine Aussage 
uber die Lebensbedtngungen des Implantats zu gewin- 

50 nen. Ein Beispiel fur eine verwendete hydrophobe Sub- 
stanz ist Fluorosol. Falls dieses im Verhaltnis 1 :1 vorder 
Vemetzung der Alginatldsung und der Failungsldsung 
zugesetzt wird, so ergibt sich ebenfalls eine Dauersta- 
bilitat wie bei den Kurven veriaufen (c) und (d). 

55 [0028] Die Kurvenbilder (b) bis (d) zeigen im Vergleich 
zu dem Kurvenbild (a) eine erhebiich veridngerte Le- 
bensdauer der Alginatkapseln. Dies ermdgllcht die 
DurchfOhrung von Transplantationsuntersuchungen an 
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tierischen oder menschlichen Organismen im Rahmen 
der interessterenden Zeitbereiche. Die Transplantation 
erfindungsgemaH hergestellter Alginat-Beads in Mus- 
kelgewebe und unter die Nierenkapsel von sogenann- 
ten Lewis-Ratten hat eine hervorragender Langzeitsta- 
biiitdt ergeben. So konnte mit fluorosolbehandelten Al- 
ginatkapseln eine Stabilitat fur uber 2 Jahre nachgewie- 
sen werden. 

[0029] Weitere Vortelle fur die Kapselstabilitat werden 
erzielt, wenn bei der Alglnatvemetzung simultan zum 
Einbau der Proteine und/oder des Fluorosols Gewebe 
Oder Zellen der Nebenschilddriisen imobilisiert werden. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Alginatmaterial, mit 
den Schritten: 

Bitdung eines vemetzten Alginatmateriats aus 
einer Alginatldsung. und 
Behandlung des vemetzten Alginatmaterials 
mit einer BehandlungslOsung. die zwei- Oder 
mehrwertige Anionen enthalt, die fur eine Ver- 
bindung mit Oberschuf^-Kationen im vemetz- 
ten Alginatmaterial vorgesehen sind. 



9. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Bildung des vemetzten Algi- 
natmaterials unter Anwesenheit einer biokompati- 
blen, hydrophoben Substanz oder Emulsion erfolgt, 

5 die dazu eingerichtet ist, Zwischenraume zwischen 
den Alginatketten wdhrend der Vemetzung zu fUl- 
len. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, bei dem die hydro- 
10 phobe Substanz ein Perfluorkohlenstotf ist. 

11 . Verfahren gemdd einem der vorhergenden Anspru- 
che, bei dem die Behandlung des vemetzten Algi- 
natmaterials in einer Na2S04-L6sung mit einer 

15 Konzentration im Bereich von 0.4 bis 20 mM fur eine 
Dauer von rd. 10 bis 60 Minuten erfolgt. 

12. Transplantatkom posit, bestehend aus einem Algin- 
atmaterial, das mit einem Verfahren gemafi einem 

20 der Anspruche 1 bis 11 hergestellt ist, und einer 
Wirtcsubstanz, die aus biologischen Zellen, Gewe- 
be und/oder Wirkstoffen besteht. 

13. TransplantatkompositgemaB Anspruch 11 , bei dem 
25 das Alginatmaterial die Wirksubstanz kapselformig 

umgibt. 



2. Verfahren gemaf^ Anspruch 1 , bei dem die Behand- 
lungsldsung eine Sulfatldsung ist. 

3. Verfahren gemali Anspruch 2. bei dem die Behand- 
lungsldsung eine Na2S04-Ldsung ist. 



30 



4. Verfahren gemaR einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Bildung des vemetzten Algi- 35 
natmaterials unter Anwesenheit biologischer Puf- 
femiolekOle in der Alginat- und/oder Fdllungsld- 
sung erfolgt. 



5. Verfahren gemali Anspruch 4, bei dem ats biologi- 40 
scher Puffer Histidin verwendet wird. 



6. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Bildung des vemetzten Algi- 
natmaterials unter Zusatz von Proteinen in der Al- 45 
ginat- und/oder FSIIungsldsung erfolgt, die dazu 
eingerichtet stnd, eine Dehydration des Alginatma- 
terials wahrend der Vemetzung zu verhindem. 



7. Verfahren gemali Anspruch 6, bei dem die Proteine so 
menschliche oder tierische Serumproteine umfas- 

sen. 



8. Verfahren gemali Anspruch 7. bei dem die Proteine 
fetales Kdlberserum, menschliches Albumin-Se- 55 
rum. Proteine aus dem Blut eines behandelten Pa- 
tienten, Knochenpulver oder Implantationsstoffe 
umfassen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft die Herstellung von poly- 
merem Alginatmaterial. insbesondere die IHerstellung 
von Alginatkapsein oder -schichten, Venwendungen 
derartiger Alginatmaterialien und biologische Implanta- 
te, die mit derartigen Alginatmaterialien umhullt oder be- 
schiclitet sind. 

[0002] Es ist bekannt, bei allogenen oder xenogenen 
Transplantationen lmmunreal<tionen des Wirtsorganls- 
mus durcli eine l\4il<roverl<apselung des Transplantats 
zu dessen Immunisolation zu begegnen (s. F. Lim et al. 
in "Science", Bd. 210, 1980. S. 908-910. H. A. Clayton 
et al. in "Acta DiabetoL". Bd. 30. 1993. S. 181-189). Fur 
die Verkapselung allogenen oder xenogenen, endokri- 
nen Gewebes haben sich spharische Alginatkapsein als 
vorteilhaft erwiesen (s. z.B. T. Zekom et al. in "Acta Dia- 
betoL". Bd. 29, 1992, S. 41-52. P. De Vos et al. in "Bio- 
materials", Bd. 18, 1997, S. 273-278, C. Hasse et al. in 
"Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes", Bd. 105. 1997, S. 
53-56 und in "J. Microencapsulation", Bd. 14, 1997, S. 
617-626). Die Alginate sind Ca2+- oder Ba2+-vemetzt 
und fur die Immunisolation besonders wirksam, wenn 
sie gereinigt, d.h. moglichst frei von mitogenen Konta- 
minationen sind (s. U. Zimmermann et al. in "Electro- 
phoresis", Bd. 13, 1992, S. 269-274, G. Klock et al. in 
"Biomaterials", Bd. 18, 1997. S. 707-713). 
[0003] Die Transplantation alginatumhullten Gewe- 
bes wird nicht nur in Tierversuchen getestet. sondem 
auch schon in die Humanmedlzin eingefuhrt. So wird 
beispielsweise von C. Hasse et al. in "The Lancet", Bd. 
350, 1997, S. 1296, die Mikroverkapselungstechnik bei 
einer allogenen Nebenschilddrusentransplantation im 
Muskelgewebe zweier Patienten mit permanenter sym- 
ptomatischer Unterfunktion der Nebenschilddrusen be- 
schrieben. Nach der Behandlung mit Alginat-immuniso- 
liertem Nebenschilddrusengewebe, konnten die Patien- 
ten aus dem Krankenhaus entlassen werden, ohne hy- 
pokalzdmische Symptome zu zeigen und ohne eine 
Therapie zur Unterdriickung von Immunreaktionen zu 
benotigen. Allerdings zeigte sich, wie schon bei Tierver- 
suchen, daR die Transplantate nur fur eine beschrankte 
Zeit wiri<sam waren, was auf das Verschwinden der Al- 
ginatumhullungen zuruckzufuhren ist. 
[0004] Aus US 5 429 821 ist die Bildung alginatbe- 
schichteter Transplantate bekannt, bei denen zur Erhd- 
hung der Alginatstabilitat Ca2+-vemetztes Alginatgel mit 
L-poly-Lysin oder anderen physiologisch annehmbaren 
nicht-giftigen Polykationen vemetzt wird. Diese Technik 
besitzt zwar den Vorteil einer erhohten Alginatstabilitat. 
Die Vemetzung mit L-poly-Lysin ist jedoch nachteilig, da 
damit durch das eingepflanzte Transplantat eine Fibro- 
se ausgelost werden kann, so dafi sich Probleme wie 
bei der Verwendung nicht-gereinigter Alginate ergeben. 
Es ist daher eine weitere Behandlung der Alginatgele 
zur Erzieiung einer BiokompatibilitSt des Transplantats 
erforderiich. 

[0005] Die Stabilitat der transplantierten Alginatkap- 



sein ist ein generelles Problem, das beispielsweise 
auch von G. Klock et al. in "Biomaterials". Bd. 18, 1997, 
S. 707-713. und P. De Vos in "Diabetologia". Bd. 40. 
1997. S. 262-270, beschrieben wird. Der weitere kllni- 

5 sche Etnsatz der alginatumhullten Transplantate setzt 
die Entwickiung stabilerer Alginatkapsein voraus. 
[0006] Die Aufgabe der Erfindung besteht darin. ein 
Verfahren zur Herstellung von Alginatmaterial, insbe- 
sondere zur Umhullung oder Beschichtung von Trans- 

10 plantaten, anzugeben, daR eine erhohte Stabilitat und 
Zuveridssigkeit des Alginatmaterials unter Einsatzbe- 
dingungen liefert. Die Aufgabe der Erfindung besteht 
auch darin. neue Verwendungen derartigen Alginatma- 
terials und neue Transplantate anzugeben, die mit ei- 

15 nem derart verbesserten Alginatmaterial versehen sind. 
[0007] Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren 
und durch Transplantatkomposite mit den Meri^malen 
gemafi den Patentanspriichen 1 bzw. 12 geldst. Vorteil- 
hafte Ausfuhrungsformen und Verwendungen der Erfin- 

20 dung ergeben sich aus den abhdngigen AnsprQchen. 
[0008] Die Erfindung basiert auf dem Gedanken, 
nach der Bildung etnes vemetzten Alginatmaterials 
durch Ausfailung gelosten Alginats in einer Fallungslo- 
sung das Alginatmaterial einer Behandlungslosung 

25 auszusetzen, in der der Unterschied des chemischen 
Potentials waRriger Bestandteile im Alginatmaterial und 
des Wassers in der Behandlungslosung oder der kollo- 
idosmotische Druck zwischen dem Alginatmaterial und 
der Behandlungslosung minimiert oder zum Wert Null 

30 ausgeglichen wird. Hierzu wird vorzugsweise die Ld- 
sung einer Substanz, die uberschussige zweiwertige 
(divalente) Kationen im Alginat bindet, wie eine Sulfat- 
losung (z.B. Na2S04-L6sung) als Behandlungslosung 
ven^vendet, um die uberschussigen lonen im Alginatma- 

35 terial zu binden und simultan den genannten Unter- 
schied der thermodynamischen Potentiate bzw. den kol- 
loidosmotischen Druck zu verringem. 
[0009] Die erfindungsgema&e Behandlung des ver- 
netzten Alginatmaterials wird vorzugsweise bei der Her- 

40 stellung von Alginatkapsein zur Umhullung von Trans- 
plantatmaterialien oder WirkstofFen verwendet, die in 
den menschlichen Organismus eingebracht werden sol- 
ien. Erfindungsgemal^ hergestellte Alginatkapsein zei- 
gen im Vergleich zu herkommlichen Alginatkapsein eine 

45 wesentlich erhohte Stabilitat. 

[0010] Gemdii bevorzugter Ausfuhrungsformen der 
Erfindung erfolgt die Bildung des vemetzten Gelmaten- 
als aus einer modlfizierten Alginatldsung. Hierzu wer- 
den der Alginatldsung biologisch vertragliche Puffer- 

50 substanzen, Proteine und/oder hydrophobe Substan- 
zen zugesetzt. 

[0011] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Trans- 
plantatkomposit. bestehend aus einem Kompositkem 
mit einer Alginatumhullung. wobei der Kompositkem 
55 biologische Zellen und/oder dispergierte Wirkstoffe um- 
fallt und die Alginathulle nach dem erfindungsgemS&en 
Verfahren hergestellt ist. Die biologischen Zellen sind 
beispielsweise Hormon- oder Antikorper-produzieren- 
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de, lebende Zellen. Die verkapselten Wirkstoffe umfas- 
sen beispielsweise medizinisch oder emahrungsphy- 
siologisch wirksame Substanzen oder auch Markie> 
rungssubstanzen, die dazu vorgesehen sind. nach Ein- 
bringung in den menschllchen Organismus durch ein 
au&eres MeBverfahren in Bezug auf vorbestimmte 
Stoffeigenschaften in Abhangigkeit von der jeweiligen 
Umgebung erfaRt zu werden. 

[001 2J Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. 
Es werden erstmalig Alginatumhuliungen geschaffen, 
die eine erheblich hdhere Stabilitat als herkdmmliche Al- 
ginatumhOllungen besitzen. Damit wird insbesondere 
erstmalig die Mdglichkeit geschaffen, reproduzierbare 
Langzeituntersuchungen zur Transplantation algina- 
tumhutlter Stoffe in tierischen Organismen oder an Pa- 
tienten durchzufuhren. 

[0013] Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfin- 
dung werden aus der folgenden Beschreibung unter Be- 
zugnahme auf die beigefugte Figur ersichtlich. Fig. 1 
zeigt eine Kurvendarstellung des Gewichts von Alginat- 
kapsein in Abhangigkeit von der Zeit zur Illustration der 
Wirkung der erfindungsgemdften Behandlung vemetz- 
ten Alginatmaterials. 

[0014] Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug 
auf die Herstellung von kapselfbnmgien Alginatumhul- 
iungen fur mikroskopisch kleine Partikel beschrieben, 
die in einen lebenden Organismus eingebracht werden 
sollen. Die Erfindung ist auf diese Anwendung jedoch 
nicht beschrankt, sondem bei der Herstellung von Algi- 
natmaterial auch in anderen Formen (z.B. Tragerschich- 
ten fQr Zellkulturen. ebene UmhQIIungsschichten, Zwi- 
schenschichten in Transplantatkompositen. Material in 
Wundverbanden, Material in sog. "functional food" u. 
dgl.) anwendbar. 

[0015] Die Bildung vemetzten Alginatmaterials in 
Form von mikroskopisch kleinen Kapsein erfolgt bei- 
spielsweise entsprechend der Verfahrensweisen, die 
von P. Grohn et al. in "Exp. Clin. Endocrinal.". Bd. 102, 
1994. S. 380 ff., Oder von C. Hasse et al. in "The Lancet". 
Bd. 350. 1997, S. 1296. beschrieben sind. Die dort be- 
schriebenen Einzelheiten zur Isolierung des Transplan- 
tatmaterials, zur Alginatvorverarbeitung, zur Verkapse- 
lung des Transplantatmaterials und zur Reinigung des 
veri<apselten Transplantatmaterials werden hiermitvoll- 
standig in die voriiegende Beschreibung einbezogen. 
Die Herstellung der Alginatkapsein (sogenannte "Be- 
ads") erfolgt vorzugsweise durch Ausfallung einer Algi- 
natldsung in einer zwei- oder mehrwertigen, ionenent- 
haltenden FSIIungsldsung unter VenA/endung der In der 
genannten Publikation beschriebenen Zwei- oder Drei- 
Kanal-Tropfentechni k. 

[0016] Die Alginatkapsein, die im folgenden unter Be- 
zug auf die MeBergebnisse in Fig. 1 beschrieben wer- 
den, wurden unter den folgenden Bedingungen herge- 
stellt. Hochgereinigtes Alginat wurde in einer 9%-igen 
NaCI-Ldsung aufgeldst. Die viskose Losung wurde mit 
einer konstanten Rate von rd. 0.2 ml/mln durch den in- 
neren Kanal eines Zwei-Kanal-Generators gedruckt. 



Die Grolie und dementsprechend das Gewicht der Kap- 
sein wurde durch Zufuhr eines koaxialen Luftstromes 
gesteuert. Die Tropfen der AlginatlOsung fielen In eine 
iso-osmolare Ba^^-Ldsung (20 mM) mit 0.72% NaCI. 

5 Nach ungefdhr 1 Minute wurden die Kapsein entfemt 
und fur die Vergleichsprobe (Kurve (a)) dreimal mit 
0.9%-iger NaCI-Losung gewaschen bzw. bei den erfin- 
dungsgemafien Proben fur rd. 30 Minuten in einer iso- 
osmolaren NaCl-Losung mit Na2S04 (6 mM) inkubiert 

10 (Kurven (b) bis (d)). Die Grofie und dementsprechend 
das Gewicht der Kapsein wurden standardmaliig mit ei- 
nem Mikroskop (Zeiss) und einer Prdzisionswaage 
(Sartorius) gemessen. Im Falle der erfindungsgemdH 
behandetten Proben (Kurven (c) und (d)) wurde diese 

15 Verfahrensweise durch Zusatz von menschlichem Albu- 
min (c) bzw. 10%-igem fetalen Kalberserum (d) zur Al- 
ginat- und Fallungslosung modifiziert. Diese ZusStze 
kbnnen auch der Umgebungslosung bei der weiteren 
Handhabung der Kapsein zugefugt sein. 

20 [0017] Die Erfindung basiert auf den folgenden Fest- 
stellungen. Werden Alginatkapsein nach ihrer Bildung 
in einer Fdllungsldsung (z.B. mit 20 mM Ca^^- oder 
Ba2+-lonen) in eine isoosmolare NaCI-Ldsung (T = 
37°C) uberfuhrt, ohne daB ein zusatzlicher Behand- 

25 lungsschritt des vemetzten Alginatmaterials gemaB der 
Erfindung ausgefuhrt wird, so ergibt sich das in Fig. 1 
mit Kreisen gezeichnete Kurvenbild (a). Die Alginatkap- 
sein schwellen an, was sich in derdargestellten Masse- 
zunahme im Zeitveriauf auflert. Nach ungefShr 1 Woche 

30 erfolgt ein Durch bruch oder Platzen der Kapselmateri- 
als und die Kapsein Idsen sich auf. Es wurde festge- 
stellt, dal^ dieses Phanomen des Anschwellens der Al- 
ginatkapsein, das schlieBlich zu deren Auflosung fuhrt. 
von der Anwesenheit von zweiwertigen UberschuB-Kat- 

35 ionen abhangt, die nach dam Polymerisations- oder 
Vemetzungsprozefl in der wassrigen Phase der ver- 
netzten Alginat-Gelmatrix zuruckbleiben und einen 
Wassertransport aus der Umgebung in das Matrixma- 
terial verursachen. Die zweiwertigen Kationen sind ur- 

40 sprunglich in der Fallungslosung enthalten und dienen 
bei der Bildung des vemetzten Alginatmaterials zur Ab- 
sattigung freibleibender, negativ geladener Carboxyl- 
gruppen in der Gelmatrix. Die freibleibenden Carboxyl- 
gruppen sind jene Carboxylgruppen der Gulloronsaure- 

45 und Manuronsaure-Ketten des Alginats, die nicht an der 
Vemetzung teilnehmen. Die Zahl der nach der Vemet- 
zung verbleibenden Oberschuftkationen und somit das 
Auftreten des oben beschriebenen Aufldsungsphdno- 
mens hangt somit von der Monomerzusammensetzung, 

50 der Blockstruktur und dem Moiekulargewicht der Algin- 
atmolekule ab. die als Ausgangsmaterial verwendet 
werden. 

[001 8] Es wurde femer festgestellt, daft ein kolloidos- 
motischer Druck durch organische Puffermolekule (wie 
55 Z.B. MOPS. HEPES) gebildet wird. die mit typischen 
Konzentrationen von beispielsweise 10 mM der Fal- 
lungslosung zugesetzt sind und wdhrend des Vemet- 
zungsvorgangs in die Gelmatrix eingebaut werden und, 
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wie die Carboxylgruppen, sich mit den zweiwertigen 
Kationen verbinden. Diese Bindungen sind durch ver- 
hdltnismdHig hohe elektrostatische Kraftegekennzeich- 
net. so dall die zweiwertigen lonen kaum oder nur sehr 
langsam durch einwertige lonen ausgewaschen werden 
konnen. Die zweiwertigen Oberschufi-Katlonen verur- 
sachen jedoch den kolloidosmotischen Druck, derzu ei- 
ner Wasseraufnahme fuhrt, die das genannte An- 
schwellen der Kapsein auslost. 

[0019] Zur Vermeidung der beschriebenen Wasser- 
aufnalime des vernetzten Aiginatmaterials wird erfin- 
dungsgemsa eine Behandiung des Aiginatmaterials mit 
einer Behandlungsldsung vorgeschlagen. die dazu vor- 
gesehen ist, einen Gleichgewichtszustand zwisclien 
den wassrigen Restlosungsteilen in der Gelmatrix und 
der Umgebungsldsung mdglichst schnell einzustellen. 
Die Behandlungslosung enthalt vorzugsweise zwei- 
Oder mehrwertige Anionen, urn die OberschuB-Katio- 
nen in der Gelmatrix mdglichst schnell zu binden. Die 
Behandlungsldsung ist vorzugsweise eine Sulfatld- 
sung, Z.B. eine Na2S04-Ldsung, oder eine komplexie- 
rende oder fallende LOsung. 

[0020] Die erfindungsgemd&e Behandiung des ver- 
netzten Aiginatmaterials mit der Sulfatlosung wird fur ei- 
ne anwendungsabhangig vorbestimmte Zeit vorgenom- 
men. Typische Werte fur die Inkubationszeit liegen bei 
einer Na2S04-L6sung mit Konzentrationen im Bereich 
von 0.4 bis 20 mM in Zettbereichen von 10 bis 60 Minu- 
ten. Die mit Quadraten gezeichnete Kurve (b) in Fig. 1 
zeigt eine Verzogerung des Anschwellens der Beads 
auf einen Zeitbereich von rd. 50 Tagen bei einer 30-mi- 
nutigen Behandiung des vemetzten Alginats in einer 6 
mM-Na2S04-L6sung. Die Behandiung des Aiginatma- 
terials erfolgt vorzugsweise bei Raumtemperatur oder 
physiologisch interessierenden Temperaturen (T = 
37°C). 

[0021] Das Atginatmaterial wird unmittelbar nach der 
Vemetzung der Behandlungsldsung ausgesetzt. Es 
kann aber auch vorgesehen sein, falls das Alginatma- 
terial unmittelbar nach der Vemetzung zunachst ge- 
trocknet wird, daB die Behandlungsldsung erst spdter 
beim Einsatz des Aiginatmaterials zugesetzt wird. Ge- 
genstand der Erfindung ist somit allgemein auch die Be- 
handiung vernetzten Aiginatmaterials mit einer Sulfatlo- 
sung zur Durchfuhrung eines lonenaustausches. 
[0022] Eine weitere Verbesserung der erfindungsge- 
mSRen Unterbindung einer Wasseraufnahme in Algin- 
atmaterial wird erzielt, falls anstelle der herkdmmlichen 
organischen Puffermolekule in der Fdllungsldsung als 
Puffersubstanz Histtdin oder eine andere biologische 
Puffersubstanz enthalten ist. Histidin besitzt einen 
isoelektrischen Punkt beim pH-Wert pH = 7.2. Ein be- 
vorzugter Konzentrationsbereich fur den Histidin-Zu- 
satz betragt rd. 1 bis 10 mM. 

[0023] Das gewOnschte Anschwellen des vemetzten 
Aiginatmaterials wird erfindungsgemd& durch weitere 
ZusStze in der Alginatldsung und/oder Fdliungsldsung 
verringert. Dies ist in den Kurven (c) und (d) der Fig. 1 



illustriert. So kann eine dauerhafte Stabilisierung der Al- 
ginat-Beads erzielt werden. wenn der Alginatldsung 
und/oder der Fdllungsldsung Proteine zugesetzt wer- 
den. die dazu eingerichtet sind. eine Dehydration der 
5 Alginate wdhrend der Polymerisation (Vemetzung) zu 
verhindern. 

[0024] Beispiele fur derartige Protine sind menschli- 
che Oder tierische Seren (z.B. fetales Kalberserum 
(FCS), menschliches Albumin-Serum oder Proteine aus 

10 dem Blut des jeweiligen Patienten). Bevorzugte Prote- 
inkonzentrationen liegen im Bereich von 4 bis 20%. Ein 
besonders stabiles Alginatmaterial wurde mit einer 
10%-igen Proteinkonzentration in der 1%-igen Alginat- 
ldsung und in der Fdllungsldsung erzielt. Bei einer 

15 30-minutigen Inkubation in einer 6 mM-Na2S04-Ldsung 
ergibt sich der in Fig. 1 mit gefullten Quadraten bzw. 
Dreiecken gezeichnete Kurvenverlauf (c) bzw. (d). 
[0025] Fur klinische Anwendungen, d.h. fur Trans- 
plantatbehandlungen von Patienten, wird die Konzen- 

20 tration der Serumprotetne vorzugsweise so ausgewShit. 
dal^ eine Anpassung des osmotischen Druckes In der 
jeweiligen Ldsung an den osmotischen Dmck der Pro- 
teine im Blut erzielt wird. Die Proteinkonzentration wird 
entsprechend der vorab zu ermittenden Protein konzen- 

25 tration im Patientenblut gewahlt. Es mussen mit dem je- 
weiligen Patienten biokompatible Proteine (z.B. kdrper- 
eigene Proteine) verwendet werden. 
[0026] Altemativ konnen anstelle des fetalen KSIber- 
serums auch Knochenpulver (zermdrserte Knochen) 

30 Oder Implantationsstoffe, wie z.B. Cementex (Synthetic 
Bone Source) verwendet werden. 
[0027] Zur Verbesserung der Matrixstabilitat ist es er- 
ganzend zum Proteinzusatz oder auch altemativ zu die- 
sem mdglich, der Alginatldsung und/oder der Fallungs- 

35 ldsung biokompatible, hydrophobe Substanzen oder 
Emulsionen zuzusetzen, die dazu eingerichtet sind, 
Zwischenrdume zwischen den Ketten der Alginatmole- 
kule wahrend des Vemetzungsvorganges zu fullen. wo- 
durch der fur die wassrige Ldsung verfugbare Platz ver- 

40 ringert wird. Beispiele fur derartige Substanzen sind 
Perfluorkohlenwasserstoffe. Perfluorkohlenwasserstof- 
fe besitzen den Vorteil, dafl sie sich bereits bei medizi- 
nischen Anwendungen bewahrt haben und daB sie sich 
als Markierungssubstanzen fur NMR-Untersuchungen 

45 eignen. So ist es beispielsweise mdglich, den Sauer- 
stoffpartialdruck in einem Implantat durch NMR-Mes- 
sung des 19 F-Signnals von Perfluorkohlenwasserstof- 
fen nicht-invasiv zu messen und damit eine Aussage 
uber die Lebensbedingungen des Implantats zu gewin- 

50 nen. Ein Beispiel fur eine verwendete hydrophobe Sub- 
stanz ist Fluorosol. Falls dieses im Verhaltnis 1 :1 vorder 
Vemetzung der Alginatldsung und der Fallungsldsung 
zugesetzt wird, so ergibt sich ebenfalls eine Dauersta- 
bilitdt wie bei den Kurvenverldufen (c) und (d). 

55 [0028] Die Kurvenbilder (b) bis (d) zeigen im Vergleich 
zu dem Kurvenbild (a) eine erheblich verldngerte Le- 
bensdauer der Alginatkapseln. Dies ermdglicht die 
DurchfQhrung von Transplantationsuntersuchungen an 
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tierischen oder menschlichen Organismen im Rahmen 
der interessierenden Zeitbereiche. Die Transplantation 
erfindungsgemaB hergesteilter Algtnat-Beads In Mus- 
kelgewebe und unter die Nlerenkapsei von sogenann- 
ten Lewis-Ratten hat eine hervoiragender Langzeitsta- 5 
biiitat ergeben. So l^onnte mit fluorosolbehandelten Al- 
ginatkapsetn eine Stabititat fur uber2 Jahre nachgewie- 
sen werden. 

[0029] Weitere Vorteile fur die Kapselstabiiitat werden 
erzielt, wenn bei der Alginatvemetzung simultan zum 
Einbau der Proteine und/oder des Fluorosols Gewebe 
Oder Zellen der Nebenschilddrusen imobilisiert werden. 



PatentansprUche is 

1. Verfahren zur Herstellung von Alginatmaterial, mit 

den Schritten: 

Biidung eines vemetzten Algtnatmaterials aus 20 
einer Alginatldsung, und 
Behandlung des vernetzten Alginatmaterials 
mit einer Behandlungsldsung. die zwei- oder 
mehrwertige Anionen enthalt, die fur eine Ver- 
bindung mit OberschuR-Kationen im vernetz- 25 
ten Alginatmaterial vorgesehen sind. 

2. Verfahren gemai^ Anspruch 1 , bei dem die Behand- 
lungsldsung eine Sulfatldsung ist. 

30 

3. Verfahren gemdfi Anspruch 2, bei dem die Behand- 
lungslosung eine Na2S04-L6sung ist. 

4. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Biidung des vernetzten Algi- 35 
natmaterials unter Anwesenheit biologischer Puf- 
fermolekule in der Alginat- und/oder Fdtlungsld- 
sung erfotgt. 

5. Verfahren gemdl^ Anspruch 4, bei dem als biologi- 40 
scher Puffer Histidin verwendet wird. 

6. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Biidung des vernetzten Algi- 
natmaterials unter Zusatz von Proteinen in der Al- 45 
ginat- und/oder Fallungslosung erfolgt, die dazu 
eingerichtet sind. eine Dehydration des Alginatma- 
terials wahrend der Vemetzung zu verhindem. 

7. Verfahren gemafl Anspruch 6, bei dem die Proteine so 
menschliche oder tierische Serumproteine umfas- 
sen. 

8. Verfahren gemall Anspruch 7, bei dem die Proteine 
fetales Kalberserum, menschliches Albumin-Se- 55 
rum, Proteine aus dem Blut eines behandelten Pa- 
tienten, Knochenpulver oder Implantationsstoffe 
umfassen. 



9. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei dem die Biidung des vemetzten Algi- 
natmaterials unter Anwesenheit einer biokompati- 
blen, hydrophoben Substanz oder Emulsion erfolgt. 
die dazu eingerichtet ist, ZwischenrSume zwischen 
den Alginatketten wdhrend der Vemetzung zu ful- 
len. 

10. Verfahren gemali Anspruch 9. bei dem die hydro- 
phobe Substanz ein Perfluorkohlenstotf ist. 

11 . Verfahren gemSB einem der vorhergenden Anspru- 
che. bei dem die Behandlung des vemetzten Algi- 
natmaterials In einer Na2S04-Ldsung mit einer 
Konzentration im Bereich von 0.4 bis 20 mM fUr eine 
Dauer von rd. 10 bis 60 Minuten erfolgt. 

12. Transplantatkomposit, bestehend aus einem Algin- 
atmaterial, das mit einem Verfahren gemSR einem 
der Anspruche 1 bis 11 hergestellt ist, und einer 
Wirksubstanz, die aus biologischen Zellen, Gewe- 
be und/oder Wirkstoffen besteht. 

1 3. Transplantatkomposit gemafi Anspruch 1 1 , bei dem 
das Alginatmaterial die Wirksubstanz kapselfdrmig 
umglbt. 
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